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TÍTULO:  
Obtención de un RNA viral modificado para su utilización en estudios de interacción entre proteínas 
virales y del huésped. 
RESUMEN: 
El virus del mosaico de la alfalfa (AMV) infecta alfalfa y a más de 600 especies vegetales de interés 
agronómico como tomate, patata o pimiento. El virus se transmite a través de polen, semillas y 
pulgones. El genoma del virus está formado por 3 moléculas de ácido ribonucleico (RNA 1, RNA 2 y 
RNA 3) de cadena sencilla y de polaridad positiva. Los RNAs 1 y 2 codifican las subunidades de la 
replicasa viral; el RNA 3 codifica la proteína de movimiento (MP) y sirve como molde para la síntesis 
de un RNA subgenómico (sgRNA 4) que codifica la proteína de cubierta (CP). En este virus, la CP es 
una proteína  multifuncional que está implicada en diversos procesos del ciclo infectivo del virus. Los 
virus como parásitos intracelulares necesitan alterar la función de diferentes componentes del 
huésped para multiplicarse. En muchos casos, los virus utilizan sus propias proteínas virales para 
interaccionar con factores del huésped y así subvertir su función en favor del patógeno. En el caso del 
AMV, la implicación de la CP en diferentes procesos del ciclo replicativo la hace una excelente 
candidata para identificar proteínas del huésped que interaccionen con esta proteína y participen en 
el ciclo viral. 
En este trabajo, en primer lugar, se ha abordado la construcción de un RNA 3 modificado para 
expresar una segunda copia de la CP del AMV fusionada al epítopo de la hemaglutinina (HA) 
(3xHACP). Esta proteína modificada puede ser inmunoprecipitada utilizando un anticuerpo contra el 
epítopo HA fusionado a resinas comerciales. Además, se han puesto a punto una serie de protocolos 
de inmunoprecipitación de 3xHACP, tanto de fracciones nucleares como citoplásmicas procedentes 
de células infectadas.  
Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que la duplicación de la CP con la copia 3xHACP 
en el RNA 3 no interfiere en el proceso de replicación de este RNA viral. Este RNA 3 modificado 
constituye una herramienta molecular que podría utilizarse en estudios de co-inmunoprecipitación 
(Co-IP) para identificar factores del huésped que interaccionen con la CP.  
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SUMMARY: 
The alfalfa mosaic virus (AMV) infects alfalfa and more than 600 plant species of agronomic interest 
such as tomato, potato or pepper. The virus is transmitted through pollen, seeds and aphids. The 
genome of the virus is formed by 3 molecules of ribonucleic acid (RNA 1, RNA 2 and RNA 3) of single 
chain and of positive polarity. RNAs 1 and 2 encode the subunits of the viral replicase; RNA 3 encodes 
the movement protein (MP) and serves as a template for the synthesis of a subgenomic RNA (sgRNA 
4) that codes for the coat protein (CP). In this virus, the CP is a multifunctional protein that is involved 
in various processes of the infectious cycle of the virus. Viruses as intracellular parasites need to alter 
the function of different host components to multiply. In many cases, viruses use their own viral 
proteins to interact with host factors and thus subvert their function in favor of the pathogen. In the 
case of AMV, the involvement of the CP in different processes of the replication cycle makes it an 
excellent candidate to identify host proteins that interact with this protein and participate in the viral 
cycle. 
In this work, first, the construction of a modified RNA 3 to express a second copy of the CP of the 
AMV fused to the epitope of hemagglutinin (HA) (3xHACP) has been addressed. This modified protein 
may be immunoprecipitated using an antibody against the HA epitope fused to commercial resins. 
Subsequently, a series of 3xHACP immunoprecipitation protocols have been developed for both 
nuclear and cytoplasmic fractions of infected cells.  
The results obtained in this work show that the duplication of the CP with the 3xHACP copy in RNA 3 
does not interfere in the replication process of this viral RNA. This modified RNA 3 constitutes a 
molecular tool that could be used in co-immunoprecipitation (Co-IP) studies to identify host factors 
that interact with CP. 
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1. INTRODUCCIÓN. 
 Los virus son parásitos que pueden causar enfermedad a los seres humanos, animales, 
insectos, hongos, bacterias y plantas. Están compuestos por ácidos nucleicos, que pueden ser 
ácido ribonucleico (RNA) o ácido desoxirribonucleico (DNA), de simple o doble cadena y de 
sentido positivo o negativo y poseen una cubierta proteica. Los virus son biotróficos, requieren 
de células vivas para multiplicarse. El ciclo de infección de los virus vegetales en general 
incluye las siguientes etapas: (i) penetración en la célula vegetal, bien mecánicamente o a 
través de vectores biológicos; (ii) desencapsidación y traducción, en los virus de RNA de 
polaridad positiva; (iii) replicación, en el que intervienen proteínas codificadas tanto por el 
virus como por el huésped; (iv) movimiento célula a célula, que ocurre a través de los 
plasmodesmos, mediada por proteínas de movimiento codificadas por el genoma viral; (v) 
movimiento sistémico y por último, (vi) transmisión a otras plantas no infectadas. Si se 
produjera un equilibrio entre la infección y la defensa del huésped, los virus podrían no causar 
la muerte. En algunos casos, la infección no causa un efecto patológico aparente (infección 
asintomática) e incluso se ha propuesto que la infección de una planta por un virus puede 
llegar a convertirse en una ventaja para el huésped. En otros casos, provocan cambios de 
fenotipos que alteran la fisiología del huésped y causan enfermedades (Pallás y García, 2011). 
 La clasificación moderna de los virus utiliza el sistema de clasificación del Comité 
Internacional de Taxonomía de Virus (ICTV) en combinación con el sistema de clasificación de 
Baltimore que se basa en el mecanismo de producción de RNA mensajero (mRNA). La familia 
Bromoviridae consta de los géneros Bromovirus, Cucumovirus, Oleovirus, Ilarvirus y 
Alfamovirus, y es en este último género donde se encuentra el virus del mosaico de la alfalfa 
(AMV), único miembro del género y virus objeto de estudio en este trabajo y que pertenece al 
grupo IV (virus de RNA monocatenario positivo) (Bol, 2003). 
 El virus AMV fue identificado por primera vez en 1931 en Estados Unidos debido a la 
aparición de moteados y mosaicos cloróticos amarillos en la alfalfa. Desde entonces, y debido 
a su gran capacidad de distribución ya que se puede transmitir a través de semillas, polen o 
pulgones, se ha descrito infectando más de 600 especies vegetales como tomate, patata o 
pimiento (Figura 1) en todas las zonas de producción a nivel mundial. Este virus puede causar 
en los cultivos, al igual que otros virus de plantas, una disminución tanto del rendimiento 
como de la productividad y calidad con el consiguiente coste económico para los productores 
que esto supone. Por todo ello resulta importante entender su biología (Escriu y col., 2011).  
 
Figura 1: Sintomatología del virus del mosaico de la alfalfa.                                                                                     
Las imágenes muestran los síntomas del AMV sobre pimiento.  
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1.1 Descripción del virus del mosaico de la alfafa (AMV). 
 1.1.1 Estructura genómica del virus del mosaico de la alfalfa (AMV). 
 Tal y como se describe en la Figura 2, el genoma del AMV consta de 3 moléculas de 
ácido ribunocleico (RNA 1, RNA 2 y RNA 3) de cadena sencilla y de polaridad positiva que se 
encuentran encapsidadas en viriones baciliformes. Los RNAs 1 y 2 codifican las proteínas 
replicasas P1 y P2 respectivamente, y el RNA 3 codifica la proteína de movimiento (MP) y sirve 
como molde para la síntesis de un RNA 4 subgenómico (sgRNA 4) que codifica la proteína de 
cubierta (CP). La proteína P1 contiene dominios N-terminal (N-t) y C-terminal (C-t) similares a 
metiltransferasas y helicasas respectivamente, mientras que la proteína P2 contiene el motivo 
de la polimerasa (Bol, 1999; 2003). 
 La región 3´ no codificante (3´-UTR) de los RNAs virales puede adoptar dos 
conformaciones estructurales alternativas tal y como se muestra en la Figura 3. La estructura 
CPB (Figura 3A) consta de un conjunto lineal de horquillas (A, B, C y D) flanqueadas por 
secuencias AUGC y UUGC. Las horquillas A y B con los motivos AUGC 1, 2 y 3 constituyen un 
sitio de unión para la CP in vitro (CPB1). Las horquillas F y G con los motivos AUGC 4 y 5 
constituyen una estructura similar que actúa como un sitio de unión independiente para la CP 
in vitro (CPB2). La estructura primaria entre 2 horquillas es fundamental para la unión de dicha 
CP. Esta estructura presenta una alta afinidad por la CP de modo que la proteína interacciona 
en forma de dímeros con esta región de RNA genómico. La unión de la CP a esta conformación 
estaría implicada en la regulación de la traducción viral (Bol, 2003; 2005).  
La conformación TLS (Figura 3B) consiste en una estructura secundaria de tipo RNA 
transferente (tRNA) y es requerida para la actividad del promotor para la síntesis de las 
cadenas negativas. Algunos estudios han sugerido que esta estructura presenta una menor 
afinidad por la CP y una mayor afinidad por el complejo de replicasas. Esta estructura TLS 
también está presente en la región 3´-UTR de bromo y cucumovirus (Bol, 2003; 2005). 
En definitiva, estos dos confórmeros representarían un interruptor molecular que 
regularía la transición de la traducción a la replicación del RNA parental.  
 
 
Figura 2: Estructura del genoma del virus del mosaico de la alfalfa (AMV). Se muestran los 3 RNAs 
genómicos y el sgRNA 4 con las correspondientes proteínas que codifican representadas por esferas. 
________________________________________________1. Introducción 
3 
 
 
 
Figura 3: Conformaciones que puede adoptar la región 3´-UTR de los RNAs del AMV. A) Estructura CPB 
con alta afinidad para la unión de la CP. B) Estructura TLS con baja afinidad para la unión de la CP. 
 
 1.1.2 Funciones de la proteína de cubierta (CP) del AMV.  
 Tal y como se ha comentado en el apartado anterior, el RNA 3 codifica la MP y la CP, 
ésta última a través del sgRNA 4. La proteína MP está implicada en el movimiento intercelular 
del virus (Sánchez-Navarro y Bol, 2001). La CP de AMV es una proteína multifuncional 
implicada en diversos procesos del ciclo infectivo del virus, como la replicación, traducción, 
movimiento sistémico y formación de viriones (Bol, 2005). Esta proteína se localiza tanto en el 
citoplasma como en el núcleo y nucléolo (Herranz y col., 2012).  
 Diferentes estudios han demostrado una característica única de la CP en AMV y es que 
su presencia es necesaria para iniciar la infección del virus. Este fenómeno se denomina 
activación genómica y requiere de la unión de la CP a las regiones 3´-UTR de los RNAs 
genómicos. En la familia Bromoviridae, los genomas de los tres RNAs de bromo, cucumo y 
probablemente oleovirus son infecciosos como tales, mientras que la infección de alfamo e 
ilarvirus requieren la adición de moléculas de CP o bien su mensajero, el sgRNA 4 (Bol, 1999; 
2005).     
 Por otro lado, cabe señalar que la CP forma dímeros. La CP se une como un dímero a 
los extremos 3´- terminales de los tres RNAs genómicos (Choi y Loesch-Fries, 1999). Además 
del dominio de unión a RNA, existen otros dominios en la CP que están involucrados en el 
inicio de la infección, la acumulación de RNAs de cadena positiva, la formación de viriones, el 
movimiento de célula a célula y la diseminación sistémica del virus (Tenllado y Bol, 2000).  
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 Se ha demostrado que la CP interacciona con factores del huésped. Así se ha 
propuesto que durante el proceso de traducción, la CP jugaría un papel similar al de la proteína 
de unión a las colas poli(A) de los mRNAs (PABP), ya que los mensajeros del AMV no tienen 
una cola poli (A) en el extremo 3´. Krab y colaboradores (2005) en sus estudios de transfección 
de protoplastos encontraron que la CP mejora la eficacia de la traducción de los RNAs de AMV 
interaccionando con los factores de iniciación eIF4F y eIFiso4F. Estos resultados refuerzan la 
hipótesis de que la CP simula el papel de PABP en la traducción de los mRNAs celulares. 
Otros estudios recientes también han demostrado la interacción de la CP con un factor 
de transcripción denominado ILR3. Este factor está asociado a una interferencia en la 
respuesta defensiva de la planta mediada por ácido salicílico (Aparicio y Pallas, 2017). 
Asimismo, se ha encontrado la interacción con una proteína con actividad desmetilasa 
(denominada atALKBH9B) sobre residuos m6A en moléculas de RNA, sugiriendo un posible 
papel de atALKBH9B y la metilación m6A en la infección de virus de plantas. Los resultados 
encontrados en este trabajo sugieren que la regulación de los niveles de m6A en el genoma 
viral podría representar un nuevo mecanismo de control del proceso infectivo del AMV 
(Martínez-Pérez y col., 2017). 
 A modo de resumen, se podría decir que la CP de AMV es importante para iniciar y 
mantener la infección viral y este carácter multifuncional de la CP la hace una excelente 
candidata para interaccionar con diferentes factores del huésped necesarios para la 
patogénesis viral.  
 
 1.1.3. Descripción del RNA 3 modificado para la expresión de GFP.   
 Como se ha comentado anteriormente, el RNA 3 del AMV codifica las proteínas MP y 
CP. Una herramienta muy útil para estudiar este virus es la existencia de plantas transgénicas 
de Nicotiana tabaccum denominadas P12 (Bol, 2003; 2005). Estas plantas expresan 
constitutivamente las proteínas P1 y P2 del AMV de modo que pueden ser infectadas con solo 
el RNA 3. Esta singularidad se aprovechó para modificar el RNA 3 de modo que exprese la 
proteína fluorescente verde (GFP) y así poder seguir el proceso infectivo del RNA 3 (Sánchez-
Navarro y col., 2001) (Figura 4). 
 
Figura 4: Esquema de una célula P12 transformada con los genes P1 y P2 de AMV. Se muestra la 
modificación del RNA 3 para que exprese además de la MP y la CP, la GFP (RNA 3: 3xHA-GFP). 
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1.2. Implicación del núcleo y el nucléolo en infecciones virales.  
 Los virus son patógenos intracelulares estrictos, que codifican muy pocas proteínas de 
manera que han de apropiarse de la maquinaria de la célula huésped para facilitar su propia 
replicación. Muchos de los virus, tanto si se replican o no en el núcleo de las células infectadas, 
ocasionan modificaciones de subestructuras celulares tales como en el nucléolo (Greco, 2009). 
 El núcleo es un orgánulo membranoso vital para la célula y que contiene el material 
genético celular. La importación y exportación nuclear son procesos importantes en el 
funcionamiento de una célula ya que es necesario el intercambio de moléculas entre el núcleo 
y el citoplasma. Los virus pueden aprovecharse de estos mecanismos de importación y 
exportación nuclear codificando proteínas que contienen dominios de reconocimiento por 
esos receptores de transporte. De esta forma, pueden entrar en el núcleo y apoderarse de la 
maquinaria de replicación o integrar su DNA en el genoma de la célula huésped (Krichevsky y 
col., 2006).  
 El nucléolo es un cuerpo dinámico subnuclear multifuncional, compuesto por un gran 
número de proteínas, que se forma alrededor de grupos de genes que codifican el RNA 
ribosómico (rRNA) y es el sitio de transcripción del DNA recombinante, el procesamiento del 
rRNA y el ensamblaje del ribosoma (Greco, 2009). Numerosos estudios revelan que muchas 
proteínas de virus de plantas se localizan en el nucléolo para desviar las proteínas nucleolares 
del huésped de sus funciones naturales con el fin de ejercer un nuevo papel en el ciclo de la 
infección por virus (Taliansky y col., 2010). Las modificaciones nucleolares producidas 
desempeñan un papel en algunas de las etapas del ciclo viral. La replicación de los virus con un 
genoma de DNA o RNA, en general, se lleva a cabo en el núcleo o en el citoplasma, 
respectivamente. La eficacia de la infección viral en las células del huésped depende de la 
disponibilidad y la correcta localización de los factores virales y celulares (Greco, 2009). 
En un trabajo desarrollado por Herranz y colaboradores (2012), encontraron que la CP 
se acumula en el núcleo y nucléolo de células infectadas. Asimismo, se determinaron los 
motivos responsables del tráfico de la CP de AMV para su transporte al núcleo. Estos motivos 
consisten en un dominio C-t rico en leucinas que podría funcionar como una señal de 
exportación nuclear (NES) y unas secuencias ricas en lisina en el N-t que actuarían como 
señales de localización nuclear (NLS). 
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1.3. Aproximaciones para la identificación de interacciones factores celulares-
proteínas virales. Co-inmunoprecipitación.  
 En la actualidad, es difícil comprender la actividad biológica de las proteínas de manera 
aislada ya que la mayoría de los procesos y funciones pueden llevarse a cabo a través de 
interacciones proteicas. En general, los virus codifican solamente unas pocas proteínas 
propias. Por tanto, necesitan de otros factores del huésped para completar funciones como la 
replicación y traducción de su genoma, el movimiento célula a célula y la transmisión entre 
plantas. Así pues, resulta esencial la identificación y caracterización de estos factores del 
huésped para una mejor comprensión de las interacciones virus-planta, y en consecuencia, 
conocer la importancia de los mismos en el ciclo viral. Un paso importante en el estudio de la 
función de la proteína CP de AMV es la identificación de las proteínas del huésped que 
interaccionan con dicha CP.  
 Existen diferentes métodos para identificar y comprobar interacciones entre proteínas 
como pueden ser: co-purificación con cromotografía de afinidad (“pull-down”); TAP (Tandem 
affinity purification); sistema de doble híbrido en levaduras; BiFC (bimolecular fluorescence 
complementation); FRET (Fluorescence resonance energy transfer) o la co-
inmununoprecipitación (Co-IP).   
 Este trabajo se orientó a desarrollar una herramienta molecular para identificar 
proteínas del huésped que interaccionan con la CP del AMV. Para ello se intercambió en el 
RNA 3 modificado con la GFP esta proteína por una segunda copia de la CP fusionada al 
epítopo de la hemaglutinina (HA). Así, tras la infección de plantas P12 con el RNA3:3xHA-CP 
(Figura 5) se utilizará un anticuerpo específico para co-inmunoprecipitar posibles complejos 
entre la proteína de interés y proteínas que estén interaccionando con ella.  
                                  
Figura 5: Esquema de una célula P12 transformada con los genes P1 y P2 de AMV. Se muestran las 
modificaciones del RNA 3 para tener dos construcciones que expresen, además de la MP y la CP, la GFP 
(RNA 3: 3xHA-GFP) o la CP fusionada a un epítopo HA (RNA 3: 3xHA-CP). 
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2. JUSTIFICACIÓN y OBJETIVOS. 
 Los virus son patógenos intracelulares que requieren de la participación de toda una 
serie de proteínas y factores del huésped para poder completar su ciclo de infección viral. En el 
caso del AMV, la CP está implicada en diversos pasos en la regulación del ciclo viral por lo que 
es de suponer que pueda establecer interacciones con diferentes proteínas del huésped. 
 La finalidad de este trabajo ha sido desarrollar las herramientas biotecnológicas 
necesarias para llevar a cabo procesos de co-inmunoprecipitación de proteínas para identificar 
interactores del huésped con la CP de AMV. Para ello se han abordado los siguientes objetivos 
parciales:  
 Construcción de un RNA 3 modificado para expresar una segunda copia de la CP 
del AMV fusionada al epítopo de la HA (3xHACP). 
  
 Desarrollo de protocolos de inmunoprecipitación de 3xHACP en núcleo y 
citoplasma de células infectadas. 
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3. MATERIAL y MÉTODOS. 
3.1 Construcción de un vector viral para expresar la proteína de cubierta (CP) 
del AMV fusionada al epítopo HA. 
 El primer paso para la construcción de un vector viral para expresar la CP de AMV 
unida a HA es obtener un RNA 3 con una copia extra de la CP fusionada al epítopo HA. Para 
ello, se introdujo la secuencia por triplicado del epítopo reconocido por el anticuerpo HA (ver 
la secuencia en la Figura 6) mediante oligos específicos en una reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR) usando como molde la construcción pTZ57RT/ctGFP:CPa-ntMP (este 
plásmido contiene los sitios de restricción Nco I y Xho I para poder aislar la región 
correspondiente a la CP).  
 
 
Figura 6: Secuencia por triplicado del epítopo reconocido por el anticuerpo HA. 
 
 Para poder intercalar el epítopo, se diseñaron los cebadores VP2235s/VP2236as 
(5-gtcccggactatgcaggaggctatccatatgacgttccagattacgcttcttcacaaaagaaggctggtgggaaag-3´ y 5-
gtcatagggataaccgcccgcatagtcaggaacatcgtatgggtaacccatggcttgagatctgagtacttg-3´ 
respectivamente), conteniendo la secuencia nucleotídica del epítopo HA por triplicado (3xHA). 
La mezcla de los reactivos de la reacción se muestra en la Tabla 1. La reacción de PCR se realizó 
en un termociclador “GeneAmp PCR system 400”, utilizando la polimerasa de alta fidelidad de 
copia PrimeSTAR® HS (Takara). Las condiciones de amplificación comenzaron con un paso 
previo de desnaturalización de 95°C durante 3 minutos (min), seguido de 30 ciclos que se 
componían de desnaturalización a 95°C durante 15 segundos (s), hibridación a 56°C durante 10 
s y 1min/kpb de extensión a 72°C que supuso 5 min ya que el tamaño del producto esperado 
era de 5 kpb, para finalmente terminar con una extensión final de 3 min a 72°C.  
 Para analizar los productos de PCR amplificados y obtener el fragmento de 5 kpb 
deseado, se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 1% en tampón TAE 1X (Tris-acetato 
40 mM; EDTA 10 mM), conteniendo 0,1 µg/ml de bromuro de etidio para su posterior 
visualización con luz ultravioleta. La visualización se realizó por medio del transiluminador 
“Vilber Lourmat, ECX-20-M” y los productos de PCR correspondientes se extrajeron y 
purificaron siguiendo el protocolo de extracción y purificación de DNA de bandas de geles de 
agarosa del kit de Speedtools PCR Clean-up de Biotools tal y como se indica en la Tabla 2. 
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Tabla 1: Mezcla para la amplificación de DNA mediante PCR con el enzima PrimeSTAR® (Takara). 
PCR 
Reactivos 
Concentraciones 
finales  
Tampón 5X PrimeSTAR TM  1X 
Mezcla dNTP(2,5 mM cada) 0,2 mM 
Cebador 1 (VP2235s) 0,25 µM 
Cebador 2 (VP2236as) 0,25 µM 
Molde  100-200 ng 
DNA polimerasa PrimeSTAR TM HS (Takara) 1,25 U 
Agua bidestilada (H20 miliQ) hasta 50µl 
 
 
Tabla 2: Protocolo de extracción y purificación de DNA de bandas de geles de agarosa                                   
(kit de SpeedTools PCR clean-up de Biotools). 
EXTRACCIÓN Y PURIFICACIÓN DE DNA DE BANDAS DE GEL DE AGAROSA 
Paso Descripción 
0 
Antes de comenzar el protocolo se prepara un baño de agua o una incubadora a 50°C.  
Se prepare el tampón T3 como se indica en otra sección y se equilibra la cantidad necesaria 
de tampón E a 70°C 
1 Escisión de la banda del gel  - Cortar la banda del gel e introducirla en un tubo de 1,5 ml 
2 
Lisis del gel 
 - 200µl tampón B 100mg gel.  
 - Incubar a 50°C hasta la disolución del gel (5-10 min) 
3 Unión del DNA 
 - Cargar el lisado en la columna  
 - 1 min a 11000 x g  
4 
Lavado de la membrana de 
silica 
 - Añadir 600 µl del tampón T3 
 - 1 min a 11.000 x g  
 
5 Secado de la membrana  - 2 min a 11.000 x g  
6 Elución del DNA purificado 
 - Añadir 15-50 µl tampón E (70°C) 
 - Incubar 1 min a temperatura ambiente. 
 - 1min a 11.000 x g  
 
 
 
 El siguiente paso consistió en la digestión con Dpn I utilizando 43 µl del producto de 
PCR, 2 µl de Dpn I y 5 µl del tampón 10X (Thermofisher). Esta mezcla se incubó durante 1 hora 
(h) a 37°C para digerir el plásmido molde (el enzima Dpn I degrada la guanina metilada que es 
la que contiene el molde ya que proviene de una célula, por tanto, degradará el plásmido 
circularizado). Seguidamente se realizó una purificación con fenol. A los 50 µl del paso 
anterior, se les añadió 60 µl de H20 miliQ y 110 µl de fenol:cloroformo.  La mezcla se centrifugó 
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a 13.000 revoluciones por minuto (rpm) durante 3 min y el sobrenadante obtenido (90 µl) se 
pasó a un nuevo tubo eppendorf al que se le añadió 10 µl de AcNa 3 M y 250 µl de EtOH 90%. 
Se dejó en el congelador a -20°C durante 45-60 min y posteriormente se centrifugó en frío 
durante 15 min a una velocidad de 15.000 rpm. 
 Una vez obtenido el DNA, se procedió con el protocolo de fosforilación T4 DNA Kinasa 
de Promega que se adjunta en la Tabla 3. En paralelo, se realizó también una electroforesis en 
gel de agarosa tal y como se ha descrito anteriormente para corroborar la presencia de DNA. 
 
Tabla 3: Protocolo de fosforilación T4 DNA Kinasa de Promega. 
FOSFORILACIÓN T4 DNA KINASA 
1. Preparación de la reacción Concentraciones finales 
Inserto DNA  250 ng 
Tampón kinasa 10X 1X 
ATP  0,1 mM 
Kinasa T4 20 U 
H20 miliQ Hasta 20 µl 
2. Incubar a 37°C durante 30 min. 
3. Desnaturalización del enzima a 72°C durante 10 min. 
4. Extracción con fenol y precipitación con etanol. 
5. Decantación del sobrenadante y resuspensión del DNA en 50 µl del tampón TE. 
 
 Posteriormente se realizó una reacción de ligación para obtener el plásmido 
pTZ57RT/ctGFP:3xHACPa-ntMP (Figura 5A). La ligación se incubó durante 2 h a temperatura 
ambiente siguiendo el protocolo de ligación de Promega. La mezcla de los reactivos (tampón 
ligación 1X + 1,5 U de ligasa T4 + 100 ng plásmido + 300 ng inserto) se hizo en un volumen final 
de 10 µl.  
 Tras estos pasos, el siguiente paso fue realizar una electroporación del producto de 
ligación en las células competentes de Escherichia Coli (E. coli) (DH5α). Para ello se añadió 1/3 
del volumen de la reacción en un vial de células competentes (50 µl) descongeladas 
previamente en hielo. La mezcla se transfirió a una cubeta de electroporación estéril, con una 
separación entre electrodos de 2 mm, que fue sometida a 2.300 V en un electroporador “Gene 
Pulser Xcell Electroporation System” (BIO-RAD). Las células transformadas se resuspendieron 
en 1 ml de medio LB (Triptona 10 g/L; NaCl 10 g/L; extracto de levadura 5 g/L) estéril y se 
incubaron a 37°C durante 30 min. Posteriormente se sembraron en placas Petri conteniendo 
medio LB agar suplementado con el antibiótico ampicilina a 50 mg/ml (LBamp) y se incubaron 
a 37°C durante 16-18 h. La ampicilina es un antibiótico que permite seleccionar los clones 
positivos (aquellos que incluyen la construcción pTZ57RT/ctGFP:3xHACPa-ntMP) ya que el 
plásmido pTZT57RT confiere resistencia a ampicilina, evitando el crecimiento de bacterias no 
transformadas. Así pues, aquellas bacterias que hayan incorporado el plásmido serán 
resistentes al medio LBamp. 
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 La identificación de las colonias positivas se realizó mediante PCR de colonias usando 
los cebadores Dir y Rev presentes en el plásmido pTZ57RT (cebadores universales M13 forward 
y M13 revers, respectivamente) ya que la inserción del epítopo 3xHACP presenta un tamaño 
de 90 nucleótidos mayor que la CP sin epítopo. La mezcla de los reactivos para las PCRs de 
colonias se indica en la Tabla 4. La PCR de colonias se realizó con el programa [3 min a 94°C + 
30 ciclos de (15 s a 95°C + 15 s a 53°C + 1 min/kpb a 72°C) + 3 min a 72°C]. Los productos de 
esta PCR se analizaron en geles de agarosa-TAE 1X al 1%. 
Tabla 4: Mezcla para la amplificación de DNA mediante PCR de colonias                                                                
con el enzima GoTaq® polimerasa de Promega. 
PCR de colonias 
Reactivos Concentraciones finales   
Tampón Green or Color less Go taq Flexi 5X 1X 
Mezcla dNTP(10 mM) 0,2mM cada dNTP 
Cebadores 0,1-1µM 
MgCl2 25 mM 2mM 
Colonias <0,5µg/50µl 
GoTaq® DNA polimerasa 1,25U 
H20 miliQ Hasta 10 µl 
 
 A modo de resumen, en la Tabla 5 se detallan los pasos seguidos para obtener la 
construcción 3xHACP: 
Tabla 5: Esquema de trabajo seguido para obtener el plásmido pTZ57RT/ctGFP:3xHACPa-ntMP 
Esquema de trabajo para la inserción de 3xHACP: 
1. PCR con cebadores VP2235s/VP2236as. 
2. Electroforesis en gel de agarosa 1%.  
3. Extracción de la banda del gel. 
4. Digestión con Dpn I. 
5. Purificación. 
6. Fosforilación de los extremos 5´. 
7. Ligación. 
8. Transformación en células de E. coli DH5α.  
9. Siembra de placas en LBamp. 
10. Selección de clones positivos. 
11. PCR de Colonias con cebadores Dir y Rev. 
12. Minipreps/Secuenciar. 
  
Una vez obtenido el plásmido pTZ57RT/ctGFP:3xHACPa-ntMP se realizó una digestión 
con los enzimas Nco I y Xho I para liberar el fragmento 3xHACP-5NTR (Figura 5B). Asimismo, se 
realizó la misma digestión en el plásmido px032/GFP-MP-CP para eliminar el fragmento GFP-
5NTR (Figura 5C). El plásmido resultante y el fragmento 3xHACP-5NTR se purificaron en geles 
de agarosa TAE 1X-1% como se ha descrito anteriormente.  
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 Finalmente se realizó una reacción de ligación (ya que las dos construcciones están 
cortadas con los mismos enzimas de restricción por lo que tienen extremos cohesivos) con la 
T4 DNA ligasa a temperatura ambiente durante toda la noche (500 ng plásmido; 1 µg inserto, 
1X Tampón ligación; 1,5 U T4 DNA ligasa). Al día siguiente, tras la electroporación en células 
DH5α y siembra en placas de LBamp, se realizó una PCR de colonias para identificar colonias 
positivas, tal y como se ha descrito anteriormente, excepto que se utilizaron los cebadores 
VP1959 (situado a 90 nucleótidos del inicio de la CP después de 3xHA) y VPasMP (situado al 
extremo N-t de la MP) (Figura 5D). 
 
 
 
Figura 7: Estrategia de inserción del epítopo 3xHA en la CP de AMV. A) Construcción del plásmido 
pTZ57RT/ctGFP:3xHACPa-ntMP a partir del plásmido pTZ57RT/ctGFP:CPa-ntMP. B) Obtención del 
fragmento 3xHACP. C) Eliminación de GFP en el plásmido px032/GFP-MP-CP. D) Ligación del plásmido 
px032/….-MP-CP con el fragmento3xHACP para obtener el plásmido final px032/3xHACP-MP-CP. 
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Los plásmidos de las colonias positivas se purificaron mediante minipreps siguiendo las 
instrucciones del protocolo de Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System. En todos los 
casos, las colonias positivas se confirmaron mediante secuenciación del DNA. Las 
secuenciaciones se realizaron en el servicio de secuenciación del Instituto de Biología 
Molecular y Celular de Plantas (IBMCP) (CSIC-Universidad Politécnica de Valencia). De este 
modo se obtuvo la construcción del plásmido deseado px032/3xHACP-MP-CP.  
 Como control negativo para los experimentos de co-inmunoprecitación se generó la 
construcción 3xHAGFP. Para ello se repitió la estrategia descrita anteriormente utilizando los 
cebadores específicos (VP2241s/VP2242as) para insertar el epítopo 3xHA en el inicio de la GFP 
y utilizando como molde el plásmido px032/GFP-MP-CP. En la Figura 8 se muestra el resumen 
del proceso. En este caso, no es necesario realizar los 2 pasos por separado tal y como se han 
realizado en la construcción 3xHACP ya que en esta construcción solo hay una GFP. Finalmente 
se obtuvo el plásmido px032/3xHAGFP-MP-CP. La secuenciación nucleotídica de los clones 
positivos se confirmó mediante secuenciación.   
 
 
Figura 8: Estrategia de inserción del epítopo 3xHA en GFP                                                                                
seguida para obtener la construcción px032/3xHAGFP-MP-CP. 
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3.2 Inoculación de plantas P12.  
 Una vez obtenidas las construcciones px032/3xHACP-MP-CP y px032/3xHAGFP-MP-CP, 
se procedió a la comprobación de su funcionalidad mediante la generación de transcritos de 
RNA y su posterior inoculación en plantas P12. Tal y como se ha comentado en la sección 
anterior, las plantas P12 son plantas que han sido transformadas con el gen P1 y P2 del AMV 
por lo que el RNA 3 puede replicarse independientemente en estas plantas.  
 Inicialmente mediante una PCR utilizando los cebadores s668 y as570 y como molde 
los plásmidos px032/3xHACP-MP-CP; px032/3xHAGFP-MP-CP y px032/GFP-MP-CP se 
amplificaron las secuencias correspondientes a los RNAs 3 modificados T7/3xHACP-MP-CP, 
T7/3xHAGFP-MP-CP y T7/GFP-MP-CP (Figura 9). Las reacciones de transcripción de los distintos 
RNAs 3 se realizaron siguiendo las indicaciones de los reactivos de la Tabla 6 y los pasos de la 
Figura 9 usando como moldes de transcripción los productos de PCR arriba indicados. La 
transcripción se realizó durante 2 horas a 37°C. Los transcritos de RNAs 3 generados fueron R3 
GFP-MP-CP; R3 3xHACP-MP-CP y R3 3xHAGFP-MP-CP. 
 Posteriormente, se realizó la inoculación en plantas P12 de cada transcrito infeccioso 
en una planta mediante inoculación mecánica utilizando carborundum como abrasivo. Plantas 
inoculadas solo con tampón de inoculación (30 mM fosfato sódico, pH 7) se utilizaron como 
control negativo. El procedimiento a seguir fue la recogida de hojas a los 3 y 5 días post-
inoculación (dpi) de cada una de las plantas inoculadas. 
 
Tabla 6: Condiciones de la transcripción 
TRANSCRIPCIÓN 
Reactivos Concentraciones finales 
Tampón T7 RNA polimerasa 10X 1X 
50 mM DTT 10 mM 
ATP, CTP, GTP, UTP cada 2mM 0,25 mM 
Inhibidor RNAsa 20 U 20 U 
Molde DNA 20 ng 1 µg 20 ng 
T7 RNA polimerasa 50 U 25 U 
H20miliQ hasta 20 µl 
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Figura 9: Transcripción de transcritos infecciosos. 
  
3.3 Extracción de RNA y análisis tipo Northen blot. 
 A los 3 y 5 dpi se recogieron las hojas inoculadas con los transcritos infecciosos R3 GFP-
MP-CP; R3 3xHACP-MP-CP y R3 3xHAGFP-MP-CP y el control negativo. El proceso de extracción 
de RNAs se realizó en frío. Se machacaron cada una de las hojas en un mortero con nitrógeno 
líquido y aproximadamente 100 mg del polvo resultante de cada una de ellas se fue 
introduciendo en tubos eppendorf. A cada tubo se añadió 1 ml de TRIZOL (Sigma Aldrich). Las 
muestras se incubaron 5 min a temperatura ambiente. Se añadieron 200 µl de cloroformo y se 
incubaron 5 min más a temperatura ambiente. Posteriormente, se centrifugaron a 12.000 rpm 
durante 15 min en una centrífuga de frío (4°C). Se traspasó la fase acuosa de cada tubo (fase 
que contiene el RNA) a nuevos tubos y se añadió 1 volumen de isopropanol en cada uno de 
ellos. Se aprovechó la extracción también para obtener las proteínas totales que en la 
extracción con TRIZOL se acumulan en la fase orgánica del reactivo siguiendo las instrucciones 
del proveedor. Seguidamente se dejaron a temperatura ambiente 10 min y se centrifugaron 15 
min a 12.000 rpm a 4°C. Se eliminó el isopropanol y los sedimentos correspondientes se 
resuspendieron en H2O miliQ. Para comprobar la presencia de RNA total, se realizó también 
una electroforesis en gel de agarosa según se ha descrito anteriormente. 
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 Una vez obtenidos los RNAs totales de las muestras inoculadas, se procedió a 
cuantificar los RNAs mediante espectrofotometría y posteriormente se realizó un análisis tipo 
northern blot. A modo de resumen, en este análisis, el RNA obtenido se somete a una 
electroforesis en condiciones desnaturalizantes para separar los RNAs en base a su tamaño. 
Tras esto, se transfirieron los RNAs a una membrana de nylon cargada positivamente en la cual 
se efectúa la hibridación con una sonda correspondiente a la región de la CP marcada con 
digoxigenina. 
 Se preparó el tampón de carga para el análisis tal y como indica la Tabla 7. Se preparó 
el gel de agarosa al 1% para la electroforesis con MOPs 1X sin añadir bromuro de etidio ya que 
está añadido en el tampón de carga. El siguiente paso fue la preparación de las muestras. Se 
añadieron 2 volúmenes de tampón de carga por cada volumen de muestra de RNA 
conteniendo 1 µg de RNA. Los tubos eppendorf se incubaron 10 minutos a 65°C y 
seguidamente 1 min en hielo. De este modo provocamos que el RNA se pliegue mal y sea más 
accesible para la sonda. Se realizó la electroforesis y se siguió con el procedimiento de 
transferencia por capilaridad de los RNAs a la membrana. Posteriormente se llevó a cabo la 
hibridación molecular con el fin de detectar la presencia de los RNAs 3 virales. 
 
Tabla 7: Preparación del tampón de carga para el análisis northern blot. 
Preparación del tampón de carga para northern blot 
Formamida desionizada 100% 250µl 
Formaldehído 37% 83µl 
MOPs 10X 50µl 
Glicerol 50µl 
Azul bromofenol 5µl 
H20 miliQ 63µl 
Bromuro de etidio 0,5µl 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
__________________________________________3. Material y Métodos 
 
17 
 
3.4 Extracción de proteínas y análisis tipo Western blot. 
 El western blot es una técnica que se usa para detectar proteínas específicas en una 
muestra determinada. Mediante una electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato 
sódico (SDS-PAGE), se separan las proteínas según su peso molecular. Posteriormente son 
transferidas a una membrana de polivinildenedifloride (PDVF) para detectar la proteína de 
interés mediante anticuerpos específicos contra ella. Finalmente, se detecta la unión antígeno-
anticuerpo (Ag-Ab) por actividad enzimática. De esta forma se puede estudiar la presencia de 
la proteína en el extracto y analizar su cantidad relativa respecto a otras proteínas. Se 
realizaron 2 western blots para detectar por una parte la CP y por otra parte el epítopo HA. El 
procedimiento que se siguió para preparar los geles se detalla en la Tabla 8. 
 
Tabla 8: Reactivos para la preparación del análisis western blot. 
RESOLVING GEL 12%  STACKING GEL 
REACTIVOS 
CONCENTRACIÓN 
FINAL REACTIVOS 
CONCENTRACIÓN 
FINAL 
40% de Acrilamida 12% 40% de Acrilamida 5% 
Tris-HCl 1,5 M (pH=8,8) 0,375 M Tris-HCl 1 M (pH=6.8) 0,126 M 
20% SDS 0,1%  20% SDS 0,1 M 
10% PSA 1% 10% PSA 1%  
TEMED 10µl 3 µl TEMED 10 µl  
H2O miliQ hasta 10 ml H2O miliQ hasta 3 ml 
  
 Para la extracción de proteínas totales de hojas se preparó tampón de extracción de 
proteínas (175 mM Tris pH=8,8; 2% SDS, 15% glicerol, 100 mM DTT). Se añadieron 200 µl por 
100 mg de tejido y se incubaron durante 5 min a 100°C para posteriormente centrifugar 3 min 
y clarificar los extractos. La electroforesis se realizó durante 1 h a voltaje constante (100 V). 
Como marcador de peso molecular de proteínas en todos los western blots realizados, se 
empleó el marcador PageRuler™ Pus Prestained Protein Ladder de Thermo Scientific. 
 Tras la electroforesis, se realizó una transferencia en semi-seco que utiliza menor 
cantidad de metanol. Para ello se cortaron 2 membranas de 8x5 cm y 8 papeles de filtro 3mm 
Whatman 9x6 cm. En este caso se realizó a amperaje constante (1 mA x cm2 de membrana). 
Posteriormente se llevó a cabo el proceso de revelado. Se preparó TBST (1X TBS + 0,3% Tween 
20). Se cogieron 75 ml de TBST a los que se le añadieron 5% de leche para bloquear. Se 
incubaron las membranas durante 1-2 h a temperatura ambiente con 25 ml de TBST + leche. 
Se preparó seguidamente TBST+ 2,5% de leche. 
 A partir de aquí, ya se separaron las 2 membranas para poder utilizar anticuerpos 
diferentes en cada una de ellas. Una de las membranas se incubó con el anticuerpo anti CP 
(1:3000 rabbit) y la otra membrana con el anticuerpo anti HA (1:10.000 mouse). Ambas 
membranas se incubaron durante toda la noche a 4°C con TBST + 2,5% de leche. Pasado este 
tiempo, se realizaron 3 lavados de 5 min con TBST  y se incubaron 1 h con el 2º anticuerpo anti 
rabbit (1:10.000) y anti mouse (1:10.000) respectivamente, con TBST + 2,5% de leche.               
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El siguiente paso fue repetir los 3 lavados de 5 min con TBST y seguidamente poner las 2 
membranas en una bolsa a la que se añadieron 2 ml (relación 1:1) del reactivo 
quimioluminiscente. El último paso fue ir a la sala de revelado y se traspasaron las membranas 
a otra bolsa para ponerlas dentro del cassette y se añadió la película. 
 
3.5 Fraccionamientos celulares.  
 El fraccionamiento celular es una técnica bioquímica utilizada para separar los distintos 
orgánulos y componentes celulares para su posterior estudio. El primer paso en esta técnica es 
la homogeneización, es decir, el tejido se tritura de manera que las células se rompen y liberan 
su contenido. Posteriormente, se somete este extracto a diferentes centrifugaciones que 
incluyen diferentes velocidades y tiempos, de manera que se obtienen fracciones enriquecidas 
de los distintos orgánulos.  
 Inicialmente para ajustar las condiciones de fraccionamiento celular, se aplicaron 
diferentes tiempos de incubación con triton X-100 para lisar las células (5, 15 y 25 min) y 
también se comprobaron diferentes tratamientos para lisar los núcleos celulares añadiendo 
NaCl o mediante sonicación. El procedimiento de fraccionamiento celular usado finalmente 
para la lisis nuclear se detalla en la Figura 10 y el protocolo de fraccionamiento celular seguido 
para la lisis de citoplasma se describe en la Figura 11. 
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Figura 10: Protocolo de fraccionamiento celular para núcleo. 
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Figura 11: Protocolo de fraccionamiento celular para citoplasma. 
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3.6 Co-inmunoprecipitación. 
 La co-inmunoprecipitación (Co-IP) es una de las técnicas utilizadas para detectar 
interacciones proteína-proteína y es por ello que se ha utilizado para la purificación de la 
construcción 3xHACP. A modo de ejemplo, se puede ver en la Figura 12 los pasos en que 
consta la co-inmunoprecipitacion y que se van a detallar a continuación. 
 
 
Figura 12: Metodología seguida para co-inmunoprecipitar. 
 
 Primeramente se realizó la purificación de 3xHACP del núcleo. Para ello se preparó la 
columna de resina: en un eppendorf se añadieron 100 µL de anti-HA conjugado de agarosa y 
se centrifugó 12.000 x g durante 30 s y se vertió el líquido quedando tan solo el precipitado. Se 
lavó el precipitado de resina con el tampón NDBA 3 x 0,5 ml preparado en el apartado anterior. 
Se añadió la muestra obtenida en el apartado anterior como “núcleo sonicación”. Se incubó 
toda la noche en agitación a 4°C. Se transfirió a una columna de plástico y se guardó el primer 
eluido (flow). Se lavó la resina tres ves con 2,5 volúmenes de columna (3 x 2,5 V) con el 
tampón NDBA (se guardó cada lavado). Finalmente, se eluyeron las proteínas de la co-
inmunoprecipitación con glicina-HCl pH=2,5. Se obtuvieron cinco alícuotas de 250 µL de 
eluidos que se denominaron como eluido sana1, eluido AMV 1, eluido sana 2, eluido AMV 2, 
etc. Posteriormente se añadió a cada eluido 15 µl de tampón Tris 1 M pH=8 para neutralizar el 
pH ácido del tampón Glicina-HCl. 
 Una vez obtenidas todas estas muestras se realizaron los western blots al 15% de 
acrilamida tal y como se ha descrito en apartados anteriores, realizando la transferencia a 180 
mA durante 90 min. En uno de los western blots se utilizó la proteína histona H3 que envuelve 
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el DNA, de esta forma se detectó una proteína del núcleo. En el otro western blot se utilizó una 
proteína citoplasmática conocida como UDP-glucosa 6-dehydrogenasa (UDP). 
 El proceso de Co-IP se realizó de forma similar para el extracto citoplásmico utilizando 
el tampón CEB descrito en el apartado anterior y se tomaron las muestras del mismo modo 
(eluido sana 1/eluido AMV 1; eluido sana 2/eluido AMV 2; eluido sana 3/eluido AMV 3). Justo 
después de obtener las muestras, se procedió de igual modo a realizar el western blot al 15% 
de acrilamida y la transferencia a 120 mA durante 2 h. Se realizaron 2 Westerns blots, uno para 
sana y otro para el AMV, y el tercer gel que se preparó se utilizó para realizar una tinción con 
plata. 
 Para analizar la presencia de productos en la Co-IP, los geles se tiñeron con plata. El 
procedimiento para la tinción de plata empezó con 2 lavados del gel durante 20 min con 50% 
de metanol y 10% de ácido acético (para 200 ml se utilizaron 100ml de metanol, 20 ml de ácido 
acético y 80 ml de agua). Seguidamente se lavó el gel con 20% etanol durante 10 min. A 
continuación, se redujo el gel con tiosulfato de sodio (0,2 g/L) durante 1 min. Después de esto, 
se lavó dos veces con agua 20 s cada lavado. Se incubó con nitrato de plata (2,0g/L) durante 30 
min. Se lavó una vez con agua durante 20 s. Se lavó el gel una vez con 50-75ml de solución de 
revelado (carbonato de sodio 30 g/L; formaldehido 1,4 ml de 37% solución/L y tiosulfato de 
sodio 10 mg/L) durante 30 s. Se paró la reacción intercambiando la solución de revelado con 
ácido acético 1% por H2O. 
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4. RESULTADOS y DISCUSIÓN. 
4.1 Duplicación de la CP conteniendo el epítopo HA (3xHA) en el RNA 3 de 
AMV. 
 El primer paso para poder conseguir la construcción de un vector viral para expresar la 
CP de AMV fusionada al epítopo HA, fue obtener la construcción 3xHACP. Con este fin, se 
introdujo la secuencia por triplicado del epítopo reconocido por el anticuerpo HA mediante 
una PCR, utilizando como molde el plásmido pTZ57RT/ctGFP:CPa-ntMP (ya disponible en el 
laboratorio) y los cebadores específicos VP2235s/VP2236as.  
 Para analizar los productos de PCR amplificados y obtener el fragmento deseado, se 
realizó posteriormente una electroforesis en gel de agarosa. En la Figura 13 se observa el 
fragmento de 5 kpb lineal obtenido que corresponde al plásmido pTZ57RT/ctGFP3xHACP:CPa-
ntMP conteniendo la secuencia nucleotídica de HA por triplicado. 
 
Figura 13: Resultado de la electroforesis en gel de agarosa del producto de PCR. El carril MK 
corresponde al marcador de DNA de tamaño. El carril 1 corresponde al producto amplificado. 
 
 Seguidamente, se extrajo este producto de PCR mediante un protocolo estándar de 
extracción y purificación de DNA desde agarosa y se llevó a cabo una digestión con Dpn I para 
digerir el plásmido molde que pudiese quedar. A continuación, se realizó una fosforilación y 
una ligación del plásmido purificado. El producto resultante se introdujo en células DH5α de E. 
coli a través de una reacción de electroporación. Las células transformadas se sembraron en 
placas Petri con medio LBamp para posteriormente identificar aquéllas colonias que 
contuvieran el plásmido pTZ57RT/ctGFP:3xHACPa-ntMP. 
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 Para identificar las colonias positivas, se realizó una PCR de colonias y una 
electroforesis en gel de agarosa. El inserto 3xHACP tiene un tamaño de 90 pares de bases 
mayor que el gen de la CP sin el epítopo, tal y como se puede comprobar en la Figura 14. Se 
seleccionaron los clones 1, 4, 6, 7 y 8 y las colonias positivas se crecieron en medio LBamp. Tras 
purificar el plásmido mediante minipreps se llevaron a secuenciar para confirmar la presencia 
del inserto 3xHACP. 
 
 
Figura 14: Resultado de la electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de colonias del 
plásmido pTZ57RT/ctGFP:3xHACPa-ntMP. Los plásmidos que han incorporado el inserto (carriles 1, 2, 4, 
5, 6, 7, 8 y 10) tienen un tamaño mayor de 90 pares de bases. MK marcador de DNA de tamaño 
molecular. Carril (-) control negativo de PCR.  
 
 A modo de resumen, se adjunta la Figura 15 en la que se detallan los pasos realizados 
para conseguir el plásmido pTZ57RT/ctGFP:3xHACPa-ntMP:  
 
Figura 15: Esquema de los pasos realizados para obtener el plásmido pTZ57RT/ctGFP:3xHACPa-ntMP. 
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 Una vez obtenido el plásmido pTZ57RT/ctGFP:3xHACPa-ntMP, mediante una digestión 
con los enzimas de restricción Nco I y Xho I, se liberó el fragmento 3xHACP y se liberó el gen de 
la GFP del plásmido px032/GFP-MP-CP. Posteriormente se realizó una electroforesis en gel de 
agarosa y de este modo se seleccionaron y purificaron los fragmentos marcados en círculos 
rojos (Figura 16). 
 
Figura 16: Resultado de la electroforesis en gel de agarosa de la digestión de los plásmidos 
pTZ57RT/ctGFP:3xHACPa-ntMP y px032/GFP-MP-CP. En el círculo rojo se seleccionan los fragmentos 
deseados para la ligación. MK marcador de DNA de tamaño molecular. 
 
 De esta forma, el plásmido px032/GFP-MP-CP linealizado y el fragmento 3xHACP se 
ligaron, transformaron en células DH5α y sembraron en placas de LBamp. Tras una PCR de 
colonias y secuenciación, se identificaron los clones positivos que contenían el plásmido final 
px032/3xHACP-MP-CP (Figura 17). 
 
Figura 17: Resultado de la electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de colonias para 
obtener el plásmido px032/3xHACP-MP-CP. Las colonias que han incorporado el inserto tienen un 
tamaño de 90 pares de bases mayor. En este gel no se presenta ninguna colonia negativa.                                
MK marcador de DNA de tamaño molecular.  
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 Como control negativo para futuros estudios de Co-IP, se realizó la construcción 
3xHAGFP. En este caso, al tener el plásmido de partida una única copia del gen de la GFP, la 
inclusión de la secuencia del epítopo HA se pudo realizar directamente en un solo paso. 
Mediante PCR, utilizando el molde px032/GFP-MP-CP y los cebadores específicos VP2241s y 
VP2242as, se obtuvo el plásmido px032/3xHAGFP-MP-CP. De igual modo, para identificar las 
colonias positivas se realizó una PCR de colonias (Figura 18) y una secuenciación de DNA. 
 
Figura 18: Resultado de la electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de colonias del 
plásmido px032/3xHAGFP-MP-CP. Los plásmidos que han incorporado el inserto (carriles 1 al 7 y 10 al 
12) tienen un tamaño mayor de 90 pares de bases. MK marcador de DNA de tamaño molecular. Carril (-) 
control negativo de PCR. Carril (+) control positivo de GFP.  
 
4.2 Confirmación de la infectividad de los RNAs 3 construidos mediante 
análisis tipo Northen blot y Western blot. 
 Para confirmar la infectividad de los RNAs 3 se obtuvieron los transcritos infecciosos de 
los RNAs 3 modificados mediante una transcripción in vitro utilizando la T7 RNA polimerasa 
(Figura 19). Los transcritos de los RNAs 3 generados fueron R3 GFP-MP-CP; R3 3xHACP-MP-CP 
y R3 3xHAGFP-MP-CP. 
 Posteriormente, se inocularon los transcritos en hojas de plantas P12.                                        
A 3 y 5 dpi, se recogieron las hojas inoculadas y se realizó una extracción de RNA y de 
proteínas para identificar mediante northen blot y western blot la acumulación de RNA viral y 
CP, respectivamente. 
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Figura 19: Resultado de la electroforesis en gel de agarosa de los productos de la transcripción. Cada 
carril corresponde al resultado de la transcripción de los productos de PCR T7/3xHACP-MP-CP (carril 1), 
T7/3xHAGFP-MP-CP (carril 2) y T7/GFP-MP-CP (carril 3). MK marcador de DNA de tamaño molecular. 
 
 En el análisis tipo northern blot se observaron las 3 bandas correspondientes al RNA 3 
genómico y los RNAs 3 y 4 subgenómicos (Figura 20). Este resultado confirmó la correcta 
acumulación de los RNAs virales en las diferentes construcciones a 3 y 5 dpi. La visualización 
del RNA total con bromuro de etidio confirmó que se había cargado una cantidad equivalente 
de RNA en todas las muestras. 
 
 
Figura 20: Resultados de los análisis tipo northern blots. En el carril 1 se muestra el control negativo de 
la planta sana; el carril 2 corresponde a la construcción GFP-MP-CP; el carril 3 es la construcción 3xHCP-
MP-CP y el carril 4 pertenece a la construcción 3xHAGFP-MP-CP. B) gel de agarosa teñido con bromuro 
de etidio para confirmar la carga de RNA total de las muestras. 
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 Asimismo, se realizó un análisis western blot para comprobar la acumulación de las dos 
versiones de la CP, la CP insertada (3xHACP) y la CP silvestre. Para ello se prepararon 2 
membranas por duplicado incubándose una con el anticuerpo HA y otra con el anticuerpo CP. 
  Tal y como se observa en la Figura 21, el panel superior (A) corresponde al western 
con anti-CP. En el carril 3 aparece una banda que solo debe aparecer en ese carril y que 
corresponde a 3xHACP ya que es el único carril que contiene esta construcción. En el carril 1 
(sana) aparece una banda a la altura de la 3xHACP que corresponde a una proteína de la 
planta. En el panel B, que representa el western usando el anti-HA, vuelve a aparecer una 
banda correspondiente a una proteína de la planta que aparece en todas las muestras. El carril 
4 aparece solo una banda que corresponde a 3xHAGFP ya que es el único carril que posee esta 
construcción. En el carril 3 aparece la proteína 3xHACP. En el panel inferior (C) se muestra el 
control de carga de proteínas teñidas con azul coomassie. 
 Estos resultados confirman que las 2 versiones de la CP están acumulándose de 
manera correcta en las plantas infectadas. De este modo, estas construcciones podrían ser 
utilizadas para hacer estudios de Co-IP entre la CP y proteínas del huésped. 
 
 
Figura 21: Resultados de los análisis tipo western blots. En el carril 1 se muestra el control negativo de 
la planta sana; el carril 2 corresponde a la construcción GFP-MP-CP; el carril 3 es la construcción 3xHACP-
MP-CP y el carril 4 presenta la construcción 3xHAGFP-MP-CP. A y B) Western blots realizados con los 
anticuerpos anti-CP y anti-HA, respectivamente. En los paneles a la derecha se indica la posición de 
3xHACP, CP y 3xHAGFP. C) Control de carga de proteínas teñidas con azul coomassie.  
  
 .  
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4.3 Fraccionamientos celulares. 
 Estudios previos han demostrado que la CP de AMV se acumula tanto en núcleo como 
en el citoplasma de células infectadas (Herranz y col., 2012). Es por ello que resulta interesante 
desarrollar protocolos de identificación y aislamiento de proteínas de ambos compartimentos 
celulares, de forma independiente. Para ello, se abordaron una serie de estudios de 
fraccionamiento celular para aislar fracciones nucleares y citoplásmicas. 
 Como se explica en la sección de materiales y métodos, para ajustar las condiciones 
más favorables para la lisis de la membrana celular se realizaron unos ensayos a diferentes 
tiempos de incubación (5, 15 y 25 min) con el detergente tritón X-100. Los resultados 
obtenidos se muestran en la Figura 22. En el caso de la proteína citoplásmica UDP, a los 5 min 
se ha liberado poca proteína en el citoplasma y a medida que va pasando el tiempo, se obtiene 
una mayor cantidad. Por lo tanto, el mejor tiempo de incubación para la lisis celular con triton 
X-100 es de 25 min. Sin embargo, se observó una acumulación de CP a 5 min, aunque también 
se detectó una cantidad significativa de CP a 25 min. La discrepancia entre el mejor tiempo de 
liberación de UDP y CP podría explicarse si la UDP se asocia de alguna manera a membranas 
celulares y necesita más tiempo de solubilización.  
 
Figura 22: Resultados del western blot de la lisis celular a diferentes tiempos de incubación con el 
detergente triton-X-100. MK marcador de proteínas de peso molecular. El carril 1 corresponde a un 
tiempo de 5 min de incubación con tritón X-100; el carril 2 corresponde a un tiempo de 15 min de 
incubación con tritón X-100 y el carril 3 corresponde a un tiempo de 25 min de incubación con tritón X-
100. A) Western blot realizado para detectar la proteína UDP. B) Western blot realizado para detectar la 
proteína 3xHACP. 
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 Por otra parte, tras la purificación y enriquecimiento de núcleos, tal como también se 
explica en la sección de materiales y métodos, se llevaron a cabo diferentes tratamientos de 
lisis nuclear mediante la incubación de las fracciones nucleares con NaCl o mediante 
sonicación. Tal y como muestra la Figura 23, el western blot con el anticuerpo UDP de la 
fracción nuclear no presentó la contaminación con citoplasma celular. Además, el nivel de 
acumulación de la proteína H3 fue similar en ambos tratamientos indicando que cualquier de 
los dos métodos podrían ser utilizados para la lisis nuclear. Debido a que se ha descrito que 
una concentración excesiva de sales en los tampones de lisis puede interferir en las 
interacciones entre proteínas, se decidió utilizar la sonicación como método de fragmentación 
de la membrana nuclear.  
 Por ello, el protocolo de fraccionamiento celular seguido finalmente, tras los 
resultados observados, fue la incubación con triton X-100 a 25 min para lisis de la membrana 
plasmática y la sonicación para la lisis nuclear. 
 
 
 
Figura 23: Resultados de los western blots con diferentes tratamientos de lisis de fracción nuclear.               
Tras la lisis celular utilizando diferentes reactivos (indicados en la parte superior) y la posterior 
centrifugación se analizaron por separado la fracción soluble y la fracción sedimento de los núcleos.        
A) Western blot para detectar la proteína UDP. B) Western blot para detectar la proteína H3.  
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4.4 Inmunoprecipitación de 3xHACP en la fracción nuclear. 
 Con el fin de poder realizar futuros estudios sobre proteínas nucleares del huésped 
que interaccionaran con la CP, se procedió a hacer estudios de inmunoprecipitación de 
3xHACP a partir de fracciones nucleares. Tras la lisis nuclear mediante sonicación, el extracto 
nuclear total se incubó con resina anti-HA y tras los lavados se eluyó la fracción que se habría 
quedado unida a la resina.  
 Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 24. No se detecta contaminación 
citoplásmica en el panel UDP. La proteína H3 se eluye en el primer lavado o flow, sin embargo, 
la CP solo se detecta en los eluidos. Esto indica que la CP está interaccionando de manera 
correcta en la resina anti HA con lo que este protocolo desarrollado permitiría realizar futuros 
estudios de Co-IP entre CP y factores nucleares del huésped. 
 
Figura 24: Resultados de la inmunoprecipitación de 3xHACP de la fracción nuclear.                                          
A) Resultados del western blot para el fragmento 3xHACP. B) Resultados del western blot para la 
proteína citoplámica UDP. C) Resultados del western blot para la proteína nuclear H3.  
 
4.5 Co-inmunoprecipitación de 3xHACP en la fracción citoplasmática. 
 Con el fin de desarrollar el protocolo de Co-IP para identificar factores del huésped que 
interaccionen con la CP, se abordó inicialmente un estudio de Co-IP entre la CP y la fracción 
citoplásmica de células infectadas.  
 En la Figura 25 panel A se muestra un gel de acrilamida SDS-PAGE teñido con plata de 
los eluidos de planta sana e infectada tras la Co-IP de la CP con la resina HA. En las plantas 
infectadas se observó la presencia de 3xHACP y de una banda extra que podría corresponder a 
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la CP, ya que la CP forma dímeros. Así pues, se estarían co-inmunoprecipitando dímeros de CP 
basados en la interacción CP-3xHACP.  
 Para confirmar esta hipótesis, se llevó a cabo una serie de análisis tipo western con el 
antígeno de la CP y el de HA en planta infectada y sana (Figura 25 paneles B y C, 
respectivamente). Estos resultados indican que probablemente esas bandas diferenciales en 
plantas infectadas corresponderían a la CP. Debido a la baja concentración de proteínas 
obtenidas no se pudo realizar una secuenciación de éstas.   
 Estudios previos han identificado factores del huésped localizados en el núcleo 
(Aparicio y Pallás, 2017) como en el citoplasma (Martínez-Pérez y col., 2017) que interaccionan 
con la CP. En el presente trabajo final de grado se ha desarrollado una herramienta consistente 
en un RNA 3 del AMV modificado con una copia extra de la CP del AMV conteniendo el epítopo 
HA, para así realizar estudios de identificación de factores del huésped, tanto presentes en la 
fracción nuclear como en la citoplásmica, que interaccionen con la CP del AMV. Una ventaja de 
esta estrategia es que permitirá identificar interacciones in vivo durante el proceso de 
infección viral. 
  
Figura 25: Co-IP de la fracción citoplásmica de células infectadas con el anticuerpo anti-HA.                  
A) Tinción de plata de un gel SDS-PAGE conteniendo los eluidos E1 - E4 de plantas sana (S) e infectada (I).  
B y C)  Western blots de los extractos totales (T), los lavados después de la Co-IP (F, L1 L2 y L3) y los 
eluidos (E1-E4). A la izquierda se indica el anticuerpo utilizado (anti HA y anti CP). En todos los paneles a 
la derecha se indica la posición de 3xHACP y CP. mk marcador de tamaño de proteínas. 
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5. CONCLUSIONES. 
 
 Se ha duplicado la CP en el RNA 3 del AMV y se ha comprobado que no interfiere en el 
proceso de replicación de este RNA viral. 
 Se ha desarrollado un protocolo de fraccionamiento de citoplasmas y núcleos de células 
infectadas para desarrollar protocolos de Co-IP mediante el Ag del epítopo HA introducido en 
3xHACP con el fin de precipitar factores del huésped que interaccionen con la CP. 
 Este RNA 3 modificado permitirá el estudio de las interacciones de la CP del AMV con 
factores del huésped in vivo durante el proceso de la infección viral. 
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7. ANEXOS. 
1. Resumen de los cebadores utilizados en este trabajo: 
CEBADORES SECUENCIA DE LOS CEBADORES 
VP2235s GTCCCGGACTATGCAGGAGGCTATCCATATGACGTTCCAGATTACGCTTCTTCACAAAAGAAGGCTGGTGGGAAAG 
VP2236as GTCATAGGGATAACCGCCCGCATAGTCAGGAACATCGTATGGGTAACCCATGGCTTGAGATCTGAGTACTTG 
VP1959 AAATGTACATAGCTCAACTGCCGAAGCCTCCG 
VPasMP CTAGCTGCAGCATCCCTTAGGGGCATTC 
VP2241s GTCCCGGACTATGCAGGAGGCTATCCATATGACGTTCCAGATTACGCTGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTG 
VP2242as GTCATAGGGATAACCGCCCGCATAGTCAGGAACATCGTATGGGTACCCGGTGAACAGCTCCTCGCCCTTGCT 
VP668s ACGTTAAGCTTAATACGACTCACTATAGTATTAATACCATTTTCAAAATATTCC 
VP570as AAAGCTAGCTTAACCGTAGTTTCTTCTAC 
 
2. Marcador de DNA plus de Thermo Science: 
 
 
